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Diagnosis of Phytophthora ramorum 
Stefan Wagner und Sabine Werres 
Zusammenfassung 
Es werden Material und Methoden zur Diagnose von Phyto-
phthora ramorwll vorgestellt. Die einzelnen Verfahren, wie Dia-
gnose anhand von Schadsymptomen, direktes Isolieren, Köder-
test und molekularbiologischer Nachweis (PCR), werden aus-
führlich beschrieben und für das jeweilige Untersuchungsmate-
rial (Pflanze, Boden, Wasser) modifiziert. Vor- und Nachteile so-
wie Besonderheiten der Nachweisverfahren werden diskutiert. 
Stichwörter: Phytophthora ralllorum, Diagnose, direktes Iso-
lieren, Ködertest, PCR 
Abstract 
Material and methods for the diagnosis of Phytophthora ralllO-
rum will be presented. The methods as diagnosis by disease 
symptoms, by direct isolation, bait test and molecular technique 
(PCR) will be described in detail and will be modified for the dif-
ferent sampies (plants, soil, water). The advantage and disad-
vantage as weil as special features of the diagnostic methods will 
be discussed. 
Key words: Phytophthora ramorum, diagnosis, direct isola-
tion, bait test, PCR 
1 Einleitung 
Phytophthora ramorU/1l WeITes, De Cock & Man In' t Veld sp. 
nov. wurde etwa Mitte der neunziger Jahre in den Niederlanden 
und in Deutschland (WERRES und MARW1TZ, 1997) aus Rhodo-
dendron mit Triebsterben und aus absterbenden Viburnum iso-
liert. Etwa zeitgleich wurde der Erreger als Ursache des drama-
tischen Eichensterbens (Sudden Oak Death) in den Naturwäldern 
entlang der kalifornischen Küste in den USA identifiziert. In-
zwischen wurde der Erreger in vielen europäischen Ländern 
nachgewiesen (www.eppo.org). In den USA konnte P. ramorwn 
in Kalifornien, dem südlichen Teil von Oregon und seit Sommer 
2003 auch im Staat Washington nachgewiesen werden 
(www.suddenoakdeath.org). Aus Kanada (British Columbia) 
wurde der Erreger ebenfalls im Sommer 2003 das erste Mal ge-
meldet. 
Um die weitere Verbreitung von P. ramrouIII zu verhindern, hat 
die EU für Vibul'Ilum und Rhododendron (außer R. simsii) de-
taillierte Anforderungen erlassen ("Entscheidung 2002/757 lEG 
der Kommission vom 19. 09. 2002 über vorläufige Sofortmaß-
nahmen zur Verhinderung der Einschleppung und Ausbreitung 
von Phytophthora ramorulIl WeITes, De Cock & Man In't Veld 
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sp. nov. in die bzw. in der Gemeinschaft" (Amtsblatt der Eu-
ropäischen Gemeinschaft Nr. L252 vom 20. September 2002, S. 
37». In dieser Entscheidung wird u. a. die regelmäßige visuelle 
Kontrolle von Rhododendron und Vibul'Ilum und die Untersu-
chung der Pflanzen bei verdächtigen Symptomen gefordert. Es 
ist geplant, dass geeignete Untersuchungsmethoden in einem 
EPPO-Diagnostik-Protokoll für P. ramorum zusammengefasst 
werden. Da dieses Protokoll noch nicht verfügbar ist, werden in 
diesem Artikel Informationen und Erfahrungen zur Diagnose 
von P. ramorum aus pflanzlichem Gewebe und aus Boden- und 
Wasserproben zusammengestellt. 
2 Diagnose anhand von Schadsymptomen 
2.1 Hauptsächlich auftretende Schadsymptome 
P. ramorUlIl ruft hauptsächlich drei verschiedene Symptome her-
vor (Abb. 1): 
- Blattflecken 
- Triebsterben 
- Kambiurnnekrosen mit "Teerflecken" und Schleimfluss 
In Abhängigkeit von der Gehölzart treten mehrere oder nur ein-
zelne Symptome auf. Blattflecken wurden u. a. beobachtet an 
Rhododendron, Aesculus cafijomica, Arbutus. Die Blattflecken 
können dunkelbraun bis schwarz verfärbt sein, wie z. B. bei 
Rhododendron, oder auch hell- bis dunkelbraun wie z. B. bei Aes-
cufus calijomica. Sie sind meist scharf vom gesunden Gewebe 
abgegrenzt. An Rhododendron können die Blattinfektionen auch 
über infizierte Triebe erfolgen. Dann zieht sich die Verbräunung 
vom Blattstiel ausgehend entlang der Hauptader zur Blattspitze. 
Triebsterben trat bisher u. a. an Lithocmpus, Rhododendron, 
Syringa, Umbellularia und Vaccinium auf. Die erkrankten Triebe 
verfärben sich zunächst dunkelbraun und später schwarzbraun. 
Bei Rhododendron verläuft das Triebsterben in der Regel von der 
Triebspitze zur Stammbasis (basipetal). Die Infektion kann aber 
auch in der Triebmitte oder an der Triebbasis beginnen und sich 
dann zur Triebspitze ausdehnen (akropetal). 
Kambiumnekrosen traten bisher überwiegend an Pflanzen 
aus der Familie Fagaceae und an Vibumll11l auf. Äußerlich sind 
die Kambiumnekrosen oft an einer dunklen Verfärbung der 
Rinde ("Teerflecken") in Kombination mit Schleim fluss zu er-
kennen. Unterhalb der verfärbten Rindenbereiche ist das Gewebe 
rot- bis schwarzbraun verfärbt. Oft sind je nach Holzart zahlrei-
che, scharf vom gesunden aber auch vom erkrankten Gewebe ab-
gegrenzte Kompartimentierungen in Form rötlicher Linien zu er-
kennen . Die Verfärbungen treten zunächst meist in Form einzel-
ner Linsen auf, die im Verlauf der Krankheit zu verfärbten Be-
reichen zusammenfließen. 
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Abb. 3. Koloniemuster auf Möhrenschnitzelagar 
(P ramarum BBA 9/95,20 oe, dunkel). 
Abb. 4-6. Sporen 
von P ramarum BBA 
9/95 (WERRES et al. , 
2001 b, - = 20 11m) . 
Abb. 4. Sporangien. 
Abb. 4. Sporangien. 
Abb. 5. Chlamydosporen. 
Abb. 6. Oogonium, Antheridium und Oospore (P ramarum 
9/95 x P cryptagea BBA 63651). 
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Tab. 1. Natürlicher Wirtspflanzen kreis von Phytophthora ramorum und bisher beobachtete Krankheitssymptome (August 2003) 
Wirtspflanze 
Abies grandis 
(Weihnachtsbaumkulturen) 
Acer macrophyllum 
Aescu/us ca/ifornica 
Arbu/us menziesii 
Arbu/us unedo 
Arclos/aphy/os manzanf/a 
Camellia sp. 
He/erome/es arbutifolia 
Ka/mfa /atifolia 
Leuco/hoe sp. 
Li/hocarpus densif/orus 
Lonfcera hispfdu/a 
Pferis sp. 
Pseudo/suga menzfesii 
Roteichen: 
Quercus agrffolfa 
Q. chryso/epsis 
Q. kellogii 
Q. parvu/a var. shrevei 
Rhamnus califomica, 
Pflanzenfamilie 
Pinaceae 
Aceraceae 
Hippocaslanaceae 
Ericaceae 
Ericaceae 
Theaceae 
Rosaceae 
Ericaceae 
Ericaceae 
Fagaceae 
Caprifoliaceae 
Erfcaceae 
Pinaceae 
Fagaceae 
Rhamnaceae 
Vorkommen 
USA 
USA 
USA 
USA 
EU 
USA 
EU,USA 
USA 
EU 
EU 
USA 
USA 
EU,USA 
USA 
USA 
USA 
bisher bekannte Krankheitssymptome 
Triebspitzenverbräunung 
Blattflecken 
Blattflecken 
Astnekrosen, Blattflecken, vermutlich Absterben großer Bäume 
Triebnekrosen , Blattflecken 
Stamm- und Astnekrosen, Blattflecken, Zweigsterben 
Blattflecken 
Astnekrosen, Blattflecken, Aststerben 
Blattflecken, Triebsterben 
Blattflecken 
Befall aller Pflanzenteile: Wurzel-, Stamm- und Astnekrosen, 
Blattflecken, Absterben von Bäumen in allen Altersstufen 
empfindlichste Pflanzenart 
Blattflecken 
Stammnekrosen, Triebsterben, Blattflecken 
Astnekrosen, Blattflecken, Absterben neuer Triebe 
Infektionen bisher nur an jungen Bäumen beobachtet 
Stammnekrosen, bisher nur Absterben großer Bäume 
(Ausnahme: Q. chryso/epsis auch Sämlinge) 
Blattflecken 
R. purshiana 
Rhododendron spp. Ericaceae 
Rosaceae 
Taxodiaceae 
O/eaceae 
Taxaceae 
Anacardiaceae 
Primu/aceae 
Lauraceae 
Ericaceae 
Caprifolfaceae 
EU, Kanada, USA Triebnekrosen, Triebsterben, Blattflecken 
Rubus speclabilis USA Blattflecken 
Sequoia sempervirens 
Syringa sp. 
USA Astnekrosen, Blattflecken, Zweigsterben, infizierte Sämlinge 
EU Blattverfärbung, Triebsterben 
Taxus bacca/a 
Toxicodendron diversilobum 
Trien/alis /atifolfa 
Umbellu/aria calffornica 
Vaccinium ova/um 
Viburnum sp. 
EU Nadelverfärbung, Triebsterben 
USA begrenzte Stammnekrosen 
USA Blattflecken 
USA Blattflecken 
USA 
EU,USA 
An Bäumen treten die Kambiumnekrosen bevorzugt am 
Stammgrund auf und ziehen sich stammaufwärts. Es wurden 
aber auch im Kronenbereich Kambiumnekrosen ohne unmittel-
baren Kontakt zur Stammbasis beobachtet. 
Welche Symptome vorkommen, hängt von der Wirtspflanze 
ab. In Tabelle 1 sind die bisher bekannten natürlichen Wirts-
pflanzen mit den jeweils durch P. ramorum hervorgerufenen 
Krankheitssymptomen zusammengefasst. 
Das Triebsterben kann das Welken und Absterben einzelner 
Triebe oder Triebteile (z. B. bei Rhododendron), die Kambium-
nekrose das Welken und Absterben der ganzen Pflanze (z. B. 
bei Viburnum) zur Folge haben. 
2.2 Verwechslungsmöglichkeiten 
Blattnecken - Bei vielen Gehölzarten sind die durch P. ra-
morum verursachten Blattflecken wenig charakteristisch. So 
werden z. B. bei Rhododendron die eckigen dunkelbraunen 
Flecken sehr oft mit denen, die durch Rost hervorgerufen wer-
den können, verwechselt (Abb. 2 a, b). Dies kann leicht ge-
schehen, wenn auf der Blattunterseite noch nicht die charakte-
ristischen gelben Sporenlager zu erkennen sind. Blattverfär-
bungen durch Sonnenbrand ist ebenfalls eine häufig vorkom-
mende Verwechslungsmöglichkeit. 
"Teerflecken", Schleimfluss, Kambiumnekrosen - Diese 
Symptome sind nicht spezifisch für P. ramorum, sondern 
charakteristisch für alle Phytophthora-Arten, die die Gehölze 
vom Stammgrund aus befallen können. Nahezu identische Sym-
Stamm- und Astnekrosen, Blattflecken, Zweigsterben 
Stammnekrosen, Triebsterben, Welke, Absterben der Pflanzen 
ptome können auch nach einer Infektion mit Hypoxyloll sp. auf-
treten. In diesem Fall ist die Rindennekrose aber meist hellbraun 
und nicht rot- bis dunkelbraun. Bakterieninfektionen können 
ebenfalls zu Schleimfluss und zur Verbräunung des Gewebes un-
ter der Rinde führen. Aber auch in diesem Fall ist die Verfärbung 
in der Regel gleichmäßig hellbraun. 
Triebsterben - Das an Rhododendron hervorgerufene Trieb-
sterben ist wenig charakteristisch für P. ramorum. Dies gilt be-
sonders für Rhododendron, an denen andere PhytophtllOra-Ar-
ten, wie z. B. P. syringae, P. cactorum und P. citricola, identische 
Symptome verursachen (Abb. 2 c-e). 
Welke - Welke kann durch eine Vielzahl biotischer und abio-
tischer Schadursachen hervorgerufen werden und ist daher ein 
sehr unspezifisches Krankheitssymptom. Mit Welken reagiert 
die ganze Pflanze z. B. auf Trockenheit aber auch auf Staunässe. 
Ein Befall mit Dickmaulrüssler führt ebenfalls zu Welkesympto-
men. Das Welken einzelner Triebe ist bei Bäumen sehr oft der 
erste Hinweis auf einen Befall durch VerticilliulIl. 
2.3 Wo sollte zuerst nach kranken Pflanzen gesucht 
werden? 
Baumschule - In der Baumschule werden die Infektionsbedin-
gungen dort besonders gut sein, wo über Kopf beregnet wird 
(lang anhaltende Biattnässe) und wo Staunässe herrscht. 
Urbanes Grün und Waldgebiete - Hier sind besonders die 
Bäume und Sträucher gefährdet, die in unmittelbarer Nähe und 
in der Hauptwindrichtung eines bekannten Befallsgebietes ste-
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hen. Gebiete mit Staunässe oder zeitweiliger Überschwemmung 
sind zusätzlich gefährdet. 
Öffentliches Grün - In Parks und Grünanlagen sind Flächen, 
wo Überkronenberegnung eingesetzt wird, und Flächen mit zeit-
weiliger oder dauernder Staunässe besonders gefährdet. Schat-
tenstandorte sollen zusätzlich das Auftreten der Krankheit bei 
Rhododendron fördern. Hinzu kommen noch so genannte 
"Stressstandorte", an denen die Bedingungen für die Pflanze 
nicht optimal sind, wie z. B. ständiges Begehen der Baum-
scheibe, zugepflasterte Baumscheiben etc. 
Haus- und Kleingarten - Flächen, die unter Staunässe leiden 
oder zeitweiliger Überschwemmung leiden, sind besonders ge-
fährdet. Schattenstandorte, an denen sich lange die Feuchtigkeit 
hält, können eher kranke Pflanzen aufweisen als sonnige Stand-
orte. 
3 Direktes Isolieren 
3.1 Geeignetes Probenmaterial und Probenaufbewah-
rung 
3.1.1 Pflanzen material 
Treten an einer Pflanze verschiedene Symptome von P ramorllm 
auf, empfiehlt es sich, von allen befallenen Pflanzenteilen Pro-
ben zu nehmen. Grundsätzlich gilt, dass die Proben möglichst 
umgehend im Labor verarbeitet werden sollten. Dies gilt beson-
ders fü r Rindenproben von Bäumen. Ist eine Lagerung unum-
gänglich, können die Proben in einer Plastiktüte bei 4-10 oe ge-
lagert werden. Blätter und Triebe können zusätzlich in feuchtes 
Papier (Haushaltsrolle) gewickelt werden. 
Rhododendron - Verbräunte Triebteile eignen sich nach unse-
ren Erfahrungen (WERRES, unveröffentlichte Daten) besser als 
Blätter. Wenn Blätter untersucht werden sollen, dann möglichst 
solche, die eine Verbräunung vom Blattstiel ausgehend entlang 
der Mittelrippe aufweisen. 
Viburnum - Unter natürlichen Bedingungen sind bisher über-
wiegend Infektionen vom Stammgrund ausgehend bekannt ge-
worden. Deshalb ist das beste Untersuchungsmaterial der 
Stammgrund. Aus den welkenden Trieben dieser Pflanzen kann 
P ramorulIl in der Regel nicht isoliert werden. Aus anderen Län-
dern wurden inzwischen auch Triebspitzeninfektionen durch 
P ramorllm gemeldet. In diesem Fall eignen sich die befallenen 
Triebspitzen als Proben. 
Rindenproben von Bäumen - Am besten geeignet sind Pro-
ben aus den Bereichen mit "Teerflecken" und Schleimfluss. Die 
Borke entfernen und im darunter liegenden Gewebe (Kambium-
zone) direkt aus den verfärbten Bereichen und aus den Über-
gangsstellen von verfärbtem zu gesundem Gewebe kleine Gewe-
bestücke (bei Sofortverarbeitung vor Ort) oder große Segmente 
(wenn Probe transportiert werden muss) schneiden. Wenn irgend 
möglich, sollten diese Proben während des Transports kühl gela-
gert werden. Die Reisolierungsrate von Phytophthora-Arten war 
bisher am höchsten, wenn die Proben direkt vor Ort auf Nährme-
dium ausgelegt wurden (WERRES, unveröffentlichte Daten). 
3.1.2 Bodenproben 
Auf einer Freilandfläche kann die Probenahme nach einem sta-
tistisch anerkannten Beprobungsschema erfolgen. Für den Nach-
weis von Phytophthora-Arten (inclusive P ramorllm) ist es aber 
in der Regel sinnvoller, erst einmal gezielt die Senken auf der 
Freilandfläche zu beproben. In den Senken sammelt und hält sich 
nach Regenfällen und nach der Beregnung besonders gut das 
Wasser. Diese feuchten Bereiche bieten den Phytophthora-Arten 
optimale Vennehrungsbedingungen. Die Wahrscheinlichkeit in 
diesen Senken Phytophthora zu finden, ist daher besonders hoch. 
Stehen auf der Freilandfläche bereits Pflanzen (zum Beispiel 
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Sämlingsquartiere), kann auch zunächst eine Mischprobe aus 
Bodenproben in der unmittelbaren Umgebung der erkranken 
Pflanzen untersucht werden. 
Wenn die Bodenprobe nicht sofort verarbeitet werden kann, ist 
die Lagerung für einige Tage bei 4-10 oe möglich. 
3.1 .3 Wasser 
Für die Untersuchungen eignen sich sowohl Wasser- als auch Se-
dimentproben (THEMANN et al. , 2002 a). Für Routineuntersuchun-
gen wird am besten eine Mischprobe aus Wasser und Sediment ge-
nommen. Die Probenahme soUte zu verschiedenen Zeitpunkten 
während der Vegetationsperiode erfolgen, da Faktoren, wie Witte-
rung, Zulauf von frischem Wasser, Wasserentnahme etc., einen 
Einfluss auf die Konzentration von Phytophthora-Strukturen in 
der Probe haben können (THEMANN et al., 2002 b). Wenn die Ver-
arbeitung der Wasser- und Sedimentproben nicht sofort möglich 
ist, können sie bei 4-10 oe für einige Tage gelagert werden. 
3.2 Nährmedien 
Möhrenschnitzelagar (nach WERRES et al., 2001 a (nach KRÖBER, 
1985» 
50 g Möhrenschnitzel/lOOO ml 
15-22 g Agar/l000 ml 
Die Möhren sollten unbehandelt (ohne Behandlung mit chemi-
schen Pflanzenschutzmitteln) sein. Die Schnitzel lassen sich sehr 
einfach mit einer Küchenmaschine herstellen und portioniert ein-
frieren. 
Möhrenschnitzelagar ist für P ramorum (und die meisten ande-
ren PhytophtllOra-Arten) ideal, da die Erreger auf diesem Me-
dium sehr schnell alle wichtigen Strukturen entwickeln. 
Möhrensaftagar 5 % (nach KRÖBER, 1985) 
50 ml Möhrensaftl 1000 ml 
15-22 g Agar 
Möhrensaftagar lässt sich einfacher herstellen als Möhrenschnit-
zelagar. 
Wenn fertiger Möhrensaft verwendet wird, Saft ohne Honig-
zusatz nehmen. 
Möhrensaftagar 0,01 % (WERRES, unveröffentlichte Daten) 
100 ~ll Möhrensaft (filtriert)/1000 ml 
15- 20 g Agar/lOOO ml 
Auf diesem Medium bildet P ramorum besonders viele Sporan-
gien. 
Selektivmedium (WERRES, 1987) 
Hafermehl-V8-Agar mit folgenden Zusätzen: 
Benomyl 10 mg/l 
Hymexazol 50 mg/l 
Nystatin 10 mg/l 
Rifamycin 30 mg/l 
Selektivmedien sollten möglichst immer frisch angesetzt wer-
den, da die Aktivität vieler Substanzen während der Lagerung 
nachlässt. Einige Substanzen sind außerdem lichtempfindlich. 
Die Lagerung der fertigen Selektivmedien sollte daher im Dun-
keln erfolgen. 
Antibiotika und Fungizide können u. U. das Wachstum von 
Phytophthora-Arten und die Ausbildung oder das Aussehen cha-
rakteristischer Strukturen unterdrücken bzw. verändern. 
3.3 Oberflächendesinfektion 
- Blätter oder Triebe circa 2-5 min in einer Lösung, die circa 
0,5 % Na-Hypochlorid enthält, unter ständigem Rühren ober-
flächlich desinfizieren (die Desinfektionsdauer richtet sich 
nach der Dicke und Oberflächenbeschaffenheit des Pflanzen-
materials) 
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- 2x 2 min in sterilem aqua dem. spülen 
- sehr gründlich zwischen sterilem Filterpapier trocknen 
Das gründliche Trocknen der Gewebeoberfläche verhindert 
nahezu vollkommen das Auswachsen von Bakterien auf dem 
Nährmedium. 
Die Konzentration der Desinfektionslösung und die Dauer der 
Desinfektionszeit richten sich nach dem Gewebe und müssen ge-
gebenenfalls ausprobiert werden. 
3.4 Probenverarbeitung (direktes Isolieren) 
3.4.1 Ptlanzenmaterial 
Blätter und Triebe 
a. Oberflächendesinfektion und Auslegen von etwa 0,5 x 0,5 cm 
großen Gewebestückchen aus der Übergangsstelle von gesun-
dem zu krankem Gewebe auf Nährmedium oder 
b. Auslegen auf Selektivmedium ohne vorherige Oberflächendes-
infektion 
Von Trieben schneidet man nach der Oberflächendesinfektion 
am besten mit der Baumschere dünne Scheiben oder schneidet 
mit dem Messer oder Skalpell kleine Rindenstückchen aus dem 
verbräunten Gewebe und legt sie auf Nährmedium aus. Isolieren 
aus dem Übergangsgewebe ist ebenfalls möglich. Die Erfahrung 
hat aber gezeigt, dass sich aus dem verbräunten Gewebe P. ra-
morunz sehr oft besonders gut isolieren lässt (WERRES, unveröf-
fentlichte Daten). 
Rindellgewebe VOll Bäumen 
Die Gewebestückchen möglichst direkt vor Ort ohne Ober-
flächendesinfektion auslegen 
a. auf Nährmedium oder 
b. auf Selektivmedium 
Das Isolieren von Phytophthora-Arten aus großen Bäumen ist in 
der Regel sehr viel schwieriger als aus kleinen Gehölzen. Wenn 
man unsicher ist, welches die beste Stelle zur Beprobung ist, 
sollte man von den verschiedensten Stellen in den verfärbten 
Rindenbereichen Proben nehmen und auslegen. 
3.4.2 Boden- und Wasserproben 
Für Boden- und Wasserproben eignet sich die Methode des di-
rekten Isolierens nicht (THElvIANN et aL, 2002 a). 
4 Köderverfahren 
Zum Nachweis von P. ramorum mit einem Köder eignet sich be-
sonders gut der Rhododendronblatttest (THEMANN et al., 2002 a). 
Detaillierte Angaben zur Durchführung des Rhododendronblatt-
tests finden sich in THEMANN und WERRES (1998), THEMANN et 
al. (2002 a) und unter www.bba.de/phytoph/diagn_r.htm. Die 
Rhododendronblätter ködern nicht spezifisch ausschließlich 
P. ramorum, sondern eine Vielzahl unterschiedlicher Phyto-
phthora-Arten . Ob es sich um P. ramorum handelt, muss durch 
Auslegen der Blätter auf Nährmedium oder durch PCR bestimmt 
werden. 
Wenn die Proben für mehrere Tage kühl gelagert wurden, kann 
sich die Köderzeit verlängern. 
5 Bestimmung von P. ramorum 
Die Bestimmung von P. ramorum-Kulturen auf Nährmedium 
oder in Ködern kann auf klassischem Wege mit Hilfe taxonomi-
scher Merkmale oder mit der PCR erfolgen. 
5. 1 Bestimmung anhand morphologischer Merkmale 
P. ramon/lll gehört, wie alle anderen Phytophthora-Arten auch, 
zu den pilzähnlichen Mikroorganismen. Nach der neueren No-
menklatur wird die Gattung Phytophthora OE BARY taxonomisch 
nicht mehr zu den Pilzen gerechnet, sondern u. a. zusammen mit 
einigen Algenklassen der neuen, recht heterogenen Abteilung 
Chromista oder Stramel10piles zugeordnet (SoGIN-MITCHELL 
und SILBERMAN, 1998; COOKE et al., 2000). 
P. ramorum bildet verschiedene Organe (WERRES et al., 2001 
b). Der Grundkörper ist das Myzel, dass sich aus den Hyphen 
zusammensetzt. Die Vermehrung kann vegetativ und generativ 
erfolgen, wobei die Möglichkeit und Bedeutung der generativen 
Vermehrung bei P. ramorum zur Zeit noch nicht eindeutig be-
kannt sind. Die wichtigsten Organe für die vegetative Vermeh-
rung sind die Sporangien und die darin gebildeten Zoosporen. 
Die Zoosporen sind durch zwei Geißeln beweglich. 
P. ramorum gehört zu den heterothallischen Phytophthora-
Arten, d. h., er kommt in zwei unterschiedlichen Geschlechts-
typen (mating types) vor, Zunächst wurden in Europa nur P. ra-
lIlorum-Isolate des mating types Al und in den USA des mating 
types A2 gefunden (WERRES und ZIELKE, 2003). Inzwischen 
konnte aber sowohl in Europa als auch in den USA das erste ge-
gengeschlechtliche Isolat nachgewiesen werden (WERRES und 
DEMERLlER, 2003; HANSEN et al., 2003). Da P. ramorlllll eine he-
terothallische Phytophthora-Art ist, braucht er für die Bildung 
der generativen Vermehrungsorgane (Oogonie, Antheridie) ei-
nen geeigneten Kreuzungspartner. Versuche im Labor haben ge-
zeigt, dass sich auf Nährmedium P. /"{/morul1l nur mit einigen an-
deren heterothallischen Phytophthora-Arten kreuzen lässt, nicht 
aber oder nur sehr mühsam mit einem gegengeschlechtlichen 
P. ramorum-Isolat (WERRES und ZIELKE, 2003; BRASlER, 2003). 
In Rhododendrontrieben konnten gegengeschlechtliche P. ra-
lIlorum-Isolate sehr gut miteinander gekreuzt werden (WERRES 
und ZIELKE, 2003; WERRES, unveröffentlichte Daten). 
P ramorum kann zwei Formen von Dauerorganen bilden: über 
die vegetative Vermehrung die Chlamydosporen und über die 
generative Vermehrung die Oosporen. Die Bedeutung dieser Or-
gane für das Überleben des Erregers sind noch nicht eindeutig 
bekannt. 
Vorbereitung tür die Bestimmung 
Die Bestimmung sollte möglichst immer auf demselben Medium 
erfolgen. Das erleichtert die Vergleichbarkeit, wenn man meh-
rere IsoIate hat. Besonders vorteilhaft ist Möhrenschnitzelagar. 
Um sicherzustellen, dass man für die Bestimmung nicht einen 
Mix von verschiedenen P. ramorulII-Isolaten oder sogar von 
mehreren Phytophthora-Arten hat, sollte zunächst von der Rein-
kultur eine Hyphenspitzenkultur hergestellt werden. Das ge-
lingt sehr einfach auf Magermedien (z. B. Wasseragar oder 
0,01 % Möhrensaftagar), da auf diesen Medien die Hyphen sehr 
locker wachsen und weit auseinander liegen. 
Morphologische Daten für die Bestimmung (Werres et al. , 
2001 b) 
• Koloniemuster (auf Möhrenschnitzelagar, Abb. 3) 
kein oder nur wenig Luftmyzel, auf V8-Agar schwach ausge-
prägtes rosettenförnüges Muster, mehr oder weniger stark 
ausgeprägte konzentrische Ringe 
• Vegetatives Wachstum (auf Möhrenschnitzelagar) 
- Temperatur (MinimumlOptimumlMaximum): 
2/15-25/25- 30°C 
- Wachstumsgeschwindigkeit: circa 2,5-3,5 mrn/24 h 
• Sporangien (Abb. 4) 
- besonders in jungen Kulturen werden Sporangien einzeln oder 
in Clustern auf Nährmedium (besonders auf Magermedien) 
ohne Überschichtung mit Flüssigkeiten gebildet 
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- abfallend, meist mit kurzem Stiel 
- "semipapillate" mit enger Papille 
- ellipsoid, spindeIförmig, oder länglich-oval, runde Basis 
(manchmal ist die Basis ausgezogen) 
- Länge (circa): 25-97 ~lm, Mittelwert: 45,6-65 ~lm 
- Breite (circa): l4-34 ~lm, Mittelwert: 21,2-28,3 ~lm 
- Längen-Breiten-Verhältnis: 1,8- 2,4: 1 
• Chlamydosporen (Abb. 5) 
- werden in großer Zahl auf dem Nährmedium gebildet 
- Bildung intercalar und terminal 
- Form: rund, dünnwandig 
- Größe (circa): 20-91 ~lm, Mittelwert: 46,4-60,1 ~lm 
• Oogonien/ Antheridien/Oosporen (Daten aus Kreuzung mit P 
cryptagea, Abb. 6) 
- Oogonium meist rund, Größe (circa): 24-40 ~un, Mittelwert: 
29,8-33 ~111l 
- Antheridium: amphigyn, einzellig, meist rundlich, Größe 
(circa): 12-22 x l5-18 ~111l 
5.2 Bestimmung mit Hilfe der PCR 
Verdächtige Kolonien auf Nährmedien lassen sich, auch wenn sie 
stark verunreinigt sind, mit Hilfe der PCR (Kapitel 6) bestim-
men. Diese PCR kann jedoch bisher noch nicht den Illating type 
eines P ramorlllll-Isolats identifizieren. 
6 PeR-Protokoll zur Identifizierung von P. ramorum 
durch taxon spezifische ITS Primer (Phyto 1 und 
Phyto 4) 
Das folgende Protokoll ist eine Modifikation der in den US A 
entwickelten PCR-Methode für P ramarum (GARBELOTTO, 
2003; DAvlDsoN et a1. , 2003) und dem Diagnoseprotokoll aus 
den Niederlanden (BAAYEN und Kox, 2002). Die Methode ba-
siert auf taxonspezifischen Primern, die auf Grund des Ver-
gleichs der Sequenzen der Internal Transcribed Spacer Region 
(ITS) der genomischen ribosomalen DNA verschiedener 
Phytaphthara-Arten gewonnen wurden. Mit dieser Methode 
lässt sich P ramarulIl bis zu einem DNA-Gehalt von 0, I pg/~Ll 
nachweisen. 
6. 1 Geeignetes Probenmaterial und Probenauf-
bewahrung 
Blätter, Triebe 
Grundsätzlich ist wie beim direkten Isolieren zu verfahren (Ka-
pitel 3.1). P. ramarum lässt sich nach den bisherigen Untersu-
chungsergebnissen aus Blättern und Trieben sehr gut mit Hilfe 
der PCR nachweisen (BAAYEN und Kox, 2002; GARBELOTTO, 
2003; DAVIDSON et al., 2003; WAGNER und WERRES, unveröffent-
lichte Daten). 
Rindenproben von Bäumen 
Bisher ist der PCR-Nachweis von P ralllarlllll aus Rindenge-
webe von Bäumen noch nicht ausreichend untersucht und 
kann für Routineuntersuchungen zur Zeit nicht empfohlen 
werden. 
6.2 Primer und Chemikalien 
Taq Polymerase, PCR-Puffer und MgCI2 (Invitrogen, recom-
binant cloned, Art. 10342-053) 
dNTP's (ATP, TTP, GTP, CTP 25 ~lmol Fa. Roth K035.1, K036.l , 
K037.1, K038 .1) 
GeneClean Turbo Kit (Nucleic Acid Purification Kit: QbioGene 
Nr. 1102-200) 
Easy-DNA (lnvitrogen, DNA-Extraktions-Kit, NI'. 45-0424) 
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DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen Nr.: 69104) 
PCR-Wasser - Nanopure-gefiltert, autoklaviert (121°C, I bar) 
Feinchemikalien von der Firma Roth 
CTAB-Puffer 
100 mM Tris-HCL pH 8,0 
20mM EDTA 
1,4 M NaCI 
2 % Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB) 
auf 100 ml mit aqua desto auffüllen 
TAE-Puffer (Tris-Acetat-Puffer) pH 8,3 (50fach konzentriert) 
50 x TAE-Puffer 
2,0 M Tris-Base 
1,0 M Eisessig 
0,1 M EDTA 
g/l für 50 x TAE-Puffer 
242,2 9 
57,1 ml 
18,61 9 Na2EDTA x 2 H20 (MW = 372,24) 
pH-Wert ggf. mit Eisessig einstellen, Lösung vor dem Gebrauch 
1 :50 (v/v) mit aqlla desto verdünnen = 1 x TAE (einfach konzen-
triert) 
TE-Puffer 
IOmM 
ImM 
pH8,0 
Tris-HCl 
EDTA 
Beschwerungspuffer (Gel-Ladungspuffer) 
0,25 % (w/v) Bromphenolblau 
40 % Saccharose 
in 5 x TAE-Puffer (fünffach konzentriert) lösen und in Aliquots 
im Kühlschrank aufbewahren. 
6.30NA-Extraktion 
Oberflächendesinfektion (Schmutzlabor, Cleanbeneh) 
siehe Kapitel 3.3 
Homogenisierung (Schl1lutzlabor (Cleanbeneh) oder DNA-Labor) 
Das Homogenisieren kann zum einen per Hand mittels Pistill und 
Mörser elfolgen oder mechanisch durch einen entsprechenden 
Homogenisator (z. B. Beadbeater). 
a. Pistill und Mörser: 100- 200 mg Blattmaterial werden mit 
50 mg autoklaviertem Quarzsand und 500 ~tl CTAB-Puffer 
gründlich gemörsert (ca. 1-2 min) und das Homogenisat in 
ein 2-ml-Eppendorfreaktionsgefäß überführt. 
b. Beadbeater: 100-200 mg Blattmaterial + 500 ~ll CTAB-Puf-
fer + 2 Stahlkugeln (Durchmesser 5 mm) in einem 2-ml-Ep-
pendorfreaktionsgefäß bzw. bei gefriergetrocknetem Material 
(10-100 mg) ohne Puffer für 60-120 sec "beaten". 
DNA-Extraktion (DNA-Labor) 
Die Extraktion sollte in einem anderen Labor erfolgen als die 
vorangegangenen Arbeiten. 
Die homogenisierten Proben werden für 20 sec bei mittlerer 
Stufe gevortext, bei minus 20 °C eingefroren und danach für 
2 min auf 75 °C (Thermoshaker oder Wasserbad) erwärmt. Die-
ser Arbeitsschritt wird noch zweimal wiederholt, wobei beim 
dritten Mal die Proben für 30 min auf 75 °C erwämlt werden. 
Zu den Proben 450 ~tl Phenol/Chloroforrnllsoamylalkohol 
(25:24: I) pipettieren, 1 min vortexen mit maximaler Intensität, 
bis sich alles gut gelöst hat (Vorsicht beim Arbeiten mit Phe-
nol/Chloroform!) und 15 min bei max. Umdrehung (13 200 rpm, 
16100 g) zentrifugieren. Danach die obere Phase (ca. 200-
300 ~tl) in ein neues 1 ,5-ml-EppendOlfreaktionsgefäß überführen. 
Die Proben können an dieser Stelle bei -20 °C eingefroren 
werden, wenn die Aufarbeitung später fortgesetzt werden soll. 
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Tab. 2. Master-Mix 
Reagenz 
PCR Wasser 
PCR Puffer (ohne Mg) 
MgCI2 
dNTPs 
Primer - Phyto 1 
Primer - Phyto 4 
Taq polymerase 
Template DNA 
Reaktionsvolumen 
Stamm-
konzentration 
N/A 
10x 
50mM 
2mM 
50jlM 
50 jlM 
5 U/jll 
Menge je End-
Ansatz (jll) konzentration 
12,25 N/A 
2,50 1x 
0,75 2,OmM 
2,50 0,2mM 
0,25 0,5jlM 
0,25 0,5 jlM 
0,25 0,05 U/jll 
6,25 
25,00 
Alternativ ist auch eine DNA-Isolierung und -Extraktion mit 
kommerziell erhältlichen DNA-Kits wie z. B. DNeasy Plant 
Mini Kit (Qiagen) oder Easy-DNA Kit (Invitrogen) möglich, er-
höht aber den Kostenaufwand. 
DNA-Reinigung (DNA-Labor) 
Vor dem Einsatz der extrahierten genomischen DNA für die 
PCR ist für die Pflanzenproben eine Reinigung der DNA rat-
sam. Für Myzelproben ist eine Reinigung nicht unbedingt er-
forderlich. 
Die Reinigung der Proben kann z. B. mit dem GeneClean 
Turbo Kit der Fa. Q-BIOgene oder ähnlichen Verfahren erfolgen. 
6.4 PCR-Reaktion (Cleanbench, DNA-Labor) 
Verdünnungen 
Vor dem Einsatz der DNA als Template für die PCR müssen fol-
gende Verdünnungen angesetzt werden: 
Pflanzenproben: I: 100 in PCR-Wasser 
Myzel: 1:5000 in PCR-Wasser 
Primer-Sequenz 
Die Primel' 1110 in TE-Puffer aufnehmen und entsprechend mit 
diesem Puffer auf eine Endkonzentration von 50 ~lM verdünnen. 
Phyto 1 (CAT GGC GAG CGC TTG A) 
Phyto 4 (GAA GCC GCC AAC ACA AG) 
Abb. 7. PCR-Nachweis von P. ramarum mittels taxonspezifischen 
Primern (Phyto 1/Phyto 4, GARBELono 2003). Das resultierende DNA-
Fragment ist 687 bp groß. 
A - Isolat aus Viburnum, B - Isolat aus Wasserprobe, C und D - Iso-
lat aus Rhododendron, E - Negativ-Kontrolle, F - Marker (100 bp DNA 
ladder, Firma ROTH). 
Das durch die PCR erhaltene DNA-Fragment ist 687 bp groß und 
kann durch ein Agarose-Gel elektrophoretisch sichtbar gemacht 
werden (Abb. 7). 
Master-Mix 
Unter der Cleanbench die Reagenzien auf Eis ansetzen, den Ma-
ster-Mix (Tabelle 2) zusammen pipettieren, leicht vortexen und 
kurz zentrifugieren. 
Pro PCR-Eppendorfreaktionsgefäß 18,75 ~tl Master-Mix geben, 
6,25 ~tl DNA zu jedem Ansatz pipettieren, mit der Hand vorsich-
tig mischen und ca. 10 sec bei maximaler Umdrehungsge-
schwindigkeit (13200 rpm) zentrifugieren. Danach die Proben in 
den Thermocycler stellen. 
Anzahl der Ansätze tür den Master-Mix: 
- 2x "unbekannte Probe" 
- Kontrollen 
Positiv-Kontrolle (DNA aus P. /'amorum Referenzisolat 
1:5000 verdünnt) 
Negativ-Kontrolle (Wasser an Stelle von Template) 
- plus 1-2 Ansätze mehr 
Thermocycler-Programm 
Anzahl der Zyklen 
34 
1 
Kühlen 4 °c 
Temperatur 
94 °C 
93 °c 
62 °C 
72 °c 
72°C 
Zeit 
5 min 
35 sec 
55 sec 
50 sec 
plus 5 sec nach jedem Zyklus 
10 min 
Die Proben bei 4 °c lagern (Stunden) oder bei -20°C einfrieren. 
6.5 Dokumentation 
Agarose-Gel (Abb. 7) 
Das erhaltene DNA-Produkt (687 bp) kann durch ein 1,5 %iges 
Agarose-Gel wie folgt dokumentiert werden: 
• 10 ~l DNA mit 2 ~tl Beschwerungspuffer (Gelladungspuffer) 
mischen. 
• Je nach Größe der Elektrophoresekammer Agarose-Gel her-
stellen (mit Ix TAE-Puffer) und in der Elektrophoresekammer 
mit Ix TAE-Puffer für 80 Volt für ca. 1 h (- 10 cm) laufen las-
sen. 
• Danach das Gel für 15 min mit Ethidiumbromid färben (20 ~ll 
1 % Ethidiumbromid in 200 ml Ix TAE-Puffer), 15 min ent-
färben in aqua desto und unter UV-Licht visualisieren. 
6.6 Nested-PCR zur Detektion von P. ramorum (nach 
GARBELOTTO, 2003) 
Um die Sensiti vität der Detektion zu erhöhen (bis Faktor 4), kann 
eine "nested PCR" erfolgen mit dem Primer-Paar Phyto 2 und 
Phyto 3. Dazu wird das amplifizierte DNA-Fragment der ersten 
PCR-Reaktion als Template verwendet. 
peR 
a - vorbereiten unter der Cleanbeneh: 
• Eppendorfreaktionsgefäße für die Verdünnung 
• 499 ~tl PCR Wasser pro EppendOlfreaktionsgefäß pipettieren 
b - im DNA-Labor ausführen: 
• mit sauberer DNA-Pipette 1 ~tl Template (= amplifiziertes 
DNA-Fragment) aus der ersten PCR in einem Eppendorf-
reaktionsgefäß mit 499 ~tl PCR-Wasser mischen 
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Tab. 3. Master-Mix 
Reagenz Stamm- Menge je End-
konzentration Ansatz (111) konzentration 
PCR Wasser N/A 12,25 N/A 
PCR Puffer (ohne Mg) 10x 2,50 1x 
MgCI2 50mM 0,75 2,OmM 
dNTPs 2mM 2,50 0,2mM 
Primer - Phyto 2 50 11M 0,25 0,5 11M 
Primer - Phyto 3 50 11M 0,25 0,5 11M 
Taq polymerase 5 U/1l1 0,25 0,05 U/1l1 
Template DNA aus 
erster PCR-Reaktion 6,25 
Reaktionsvolumen 25,00 
• Proben auf Eis oder bei -20°C einfrieren 
c - unter der Cleanbench ausführen: 
• Master-Mix für zweite PCR ansetzen (siehe Schema), 
• Reagenzien auf Eis aufbewahren 
d - Master-Mix leicht vortexen und kurz zentrifugieren 
e - pro Eppendorfreaktionsgefäß 18,75 ~tl Master-Mix pipettieren 
f - im DNA-Labor ausführen: 
• mit sauberer DNA-Pipette 6,25 ~ll Verdünnung aus b zu 
Master-Mix pipettieren, 
• mischen 
g - 10 sec zentrifugieren bei max. Umdrehung (13000 rpm) 
h - Thermocycler danach Proben bei 4 °c lagern (einige Stun-
den) oder bei -20°C einfrieren 
Primer-Sequenz 
Die Primer in 1/10 TE-Puffer aufnehmen und entsprechend mit 
diesem Puffer auf eine Endkonzentration von 50 ~IM verdünnen. 
Phyto 2 (AAA GCC AAG CCC TGC AC) 
Phyto 3 (GGT GGA TGG GGA CGT G) 
Das durch die PCR erhaltene DNA-Fragment ist 291 bp groß und 
kann durch ein 1,5 %iges einfaches Agarose-Gel elektrophore-
tisch dargestellt werden (siehe Kapitel 6.5). 
Master-Mix 
Unter der Cleanbench die Reagenzien auf Eis ansetzen. Den Ma-
ster-Mix (Tabelle 3) zusammen pipettieren, leicht vortexen und 
kurz zentrifugieren . 
6.7 Bemerkungen 
Wichtig für die gesamten PCR-Arbeiten sind getrennte Labore 
oder -bereiche wie z. B. ein "Schmutzlabor", um Proben vorzu-
behandeln, ein Extraktionsbereich (DNA-Isolierung) und ein se-
parater Standort für den Thermocycler sowie getrennte Pipet-
tensätze (Pipettenspitzen mit Filter für Extraktion, PCR -Verdün-
nungen und Mastermix), um Kontaminationen der sehr sensiblen 
Nachweismethode zu vermeiden. Um Verunreinigungen zu ver-
meiden , sollte man vor jeder Extraktion alle benötigten Flüssig-
keitsmengen in Extragefäße aliquotieren - nicht direkt aus den 
Stammlösungen pipettieren. 
Ein Gefriertrocknen der Proben (Pflanze oder Myzel) ist nicht 
erforderlich, kann aber zur besseren Verarbeitung und Aufkon-
zentrierung des Materials erfolgen. 
Zur Absicherung des Verfahrens kann zusätzlich eine "nested 
PCR" durchgeführt werden. Das heißt, es werden zwei PCR-Re-
aktionen mit unterschiedlichen Primern hintereinander geschal-
tet. 
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7 Wo bekommt man Hilfe zur Diagnose? 
Bei Befallsverdacht sollte man sich unbedingt an die zuständige 
Pflanzenschutzdienststelle (www.bba.de/ag/gesund/kontakt.pdf) 
wenden. 
Informationen zur Diagnose (Proben ahme, Probenaufarbeitung, 
Nährmedien, Köderverfahren, etc.) erteilt S.Wen·es@BBA.de 
Die Isolate können zur Bestimmung geschickt werden an 
S.Werres@BBA.de 
Hilfe für die PCR kann nachgefragt werden bei S.Wagner@ 
BBA.de 
8 Diskussion 
Die Schadsymptome, die durch P. ramorum hervorgerufen wer-
den, sind sehr unterschiedlich und zum Teil sehr unspezifisch. Sie 
können deshalb nur als erster Hinweis auf eine Erkrankung durch 
P. ramorum dienen. Für eine zuverlässige Aussage muss injedem 
Fall der eindeutige Nachweis des Erregers im Gewebe erfolgen. 
Für die Untersuchung von Pflanzenmaterial stehen zurzeit 
zwei Methoden zur Verfügung: direktes Isolieren und PCR. Auf 
dem Hintergrund des jetzigen Wissensstands zum Nachweis von 
P. ramorum wird für Massenuntersuchungen von Rhododendron 
und Viburnum die Kombination beider Methoden empfohlen: zu-
erst Untersuchung mit PCR. Ist das Ergebnis der PCR positiv, 
muss die Probe auf Nährmedium ausgelegt werden. Wächst 
P. ramorul1l aus, gilt die Probe als befallen. Ist das Ergebnis des 
direkten Isolierens dagegen negativ, muss eine neue Probe ange-
fordert und mit PCR und direktem Auslegen untersucht werden. 
Steht keine PCR zur Verfügung, kann der eindeutige Nachweis 
von lebenden Strukturen von P. /'CImorum auch ausschließlich 
durch direktes Isolieren erfolgen. 
Die Verwendung beider Methoden gibt ein Maximum an In-
formationen und Sicherheit: Der Vorteil der PCR ist, dass sie gut 
für Massenuntersuchungen geeignet ist und die Ergebnisse in-
nerhalb von zwei bis drei Tagen zur Verfügung stehen. Allerdings 
ist die Zuverlässigkeit der Ergebnisse noch sehr stark von der 
Wirtspflanze abhängig: Nach den bisherigen Untersuchungser-
gebnissen ist P. ral7lorum aus Blättern und Trieben sehr gut mit 
Hilfe der PCR nachweisbar (BAAYEN und Kox, 2002; GARBE-
LOTTO, 2003; DAVIDSON et al., 2003; WAGNER und WERRES, un-
veröffentlichte Daten). Für QlIerclls sp. dagegen eignet sich die 
Aufarbeitungsmethode der hier angewendeten PCR zur Zeit 
noch nicht (BLOMQUIST und KUBISIAK, 2003). Mit der beschrie-
benen PCR-Methode ist es bisher auch nicht möglich zu ent-
scheiden, ob der Erreger noch vital ist oder ob eine Bekämpfung 
erfolgreich war. Das direkte Isolieren dagegen ist zeitaufwändi-
ger. Auf Möhrenschnitzel- und Möhrensaftagar kann in der Re-
gel bereits drei bis sieben Tage nach dem Auslegen von Pflan-
zenmaterial anhand von Chlamydosporen und Sporangien eine 
erste Diagnose gestellt werden. Das gilt nicht unbedingt, wenn 
Selektivmedien verwendet werden. Für die Routinediagnostik ist 
die Verwendung dieser Medien von großem Vorteil, da sie die 
Oberflächendesinfektion überflüssig macht. Das Wachstum von 
P. ramorlllll auf diesen Medien ist jedoch sehr untypisch lind cha-
rakteristische Strukturen werden nicht immer ausgebildet oder 
oft in veränderter Form. Wenn Selektivmedien verwendet wer-
den , sollten verdächtige Hyphen so schnell wie möglich auf ein 
Medium ohne Antibiotika und Fungizide überimpft werden, da-
mit sich die Kolonie normal entwickeln kann. Wurden die Pflan-
zen mit Fungiziden behandelt (besonders mit oomycetenspezifi-
sehen Mitteln), kann es zu verzögertem Auswachsen von P. ]'(t-
morum aus dem Gewebe kommen, wenn der Erreger durch den 
Wirkstoff nur geschädigt wurde. 
Für den Nachweis aus Wasser- und Bodenproben eignet sich 
zurzeit besonders der Rhododendronblatttest (THEMANN et al. , 
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2002 a, b; WERRES, unveröffentlichte Daten). Der Rhododen-
dronblatttest ist sehr einfach durchzuführen und eignet sich für 
Routineuntersuchungen. Da nur intakte Strukturen von P. /'(/-
lIIorum das unverletzte Blattgewebe infizieren können, gibt der 
Test auch Auskunft über die Vitalität des Erregers in der unter-
suchten Probe. Ein direkter Nachwei s von P. ramOrlllll aus Bo-
den- und Wasserproben mit Hilfe der PCR ist grundsätzlich mög-
lich, aber als Routinemethode zurzeit noch nicht ausreichend er-
probt. 
Es wird immer wieder diskutiert, ob eine einzige PCR-Reak-
tion (Phyto 1/4) für die Routinediagnose ausreichend ist. Zurzeit 
wird in den USA eine " nested peR" durchgeführt, das heißt, es 
werden zwei PCR-Reaktionen mit unterschiedlichen Primern 
hintereinander geschaltet. In den Niederlanden wird die Proben-
untersuchung nur mit einem Primer, also auch nur mit einer PCR-
Reaktion durchgeführt. Nach unserer bisherigen Erfahrung 
reicht eine einzige PCR-Reaktion aus (WAGNER und WERRES, un-
veröffentlichte Daten). 
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